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前  言
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山羊副流感病毒3型检测技术规程

1 范围

本标准规定了山羊副流感病毒3型(Caprineparaifluenzavirus3,CPIV3)的病原学检测(病毒核酸

的RT-PCR和荧光定量RT-PCR检测)、血清学检测[血凝抑制(HI)试验]的技术要求。
本标准适用于山羊副流感病毒3型及其感染情况的实验室检测。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件。

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB19489 实验室 生物安全通用要求

NY/T541 兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

3 病原学检测

3.1 材料

材料包括:微量移液器、DEPC水处理的EP管、DEPC水处理的吸头、PCR扩增管、TRIzol试剂、三
氯甲烷、异丙醇、DEPC处理水(用水符合GB/T6682的规定)、反转录酶/TaqDNA聚合酶混合液、2×
一步法RT-PCR反应缓冲液、一步法荧光定量RT-PCR试剂盒、TAE缓冲液、琼脂糖、核酸染料、引物

MF/MR、引物qMF/qMR与探针(参见附录A)。

3.2 仪器设备

仪器设备包括:PCR仪、荧光定量PCR仪、台式冷冻离心机、电泳仪和水平电泳槽、凝胶成相仪(或
紫外透射仪)。

3.3 反转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)

3.3.1 样品处理与RNA的提取

采集羊的鼻拭子、气管拭子或肺脏(样品的采集、保存和运输应符合NY/T541的相关规定)。取

200μL待检样品液至无菌、无RNA酶的EP管中,使用TRIzol试剂、RNA提取试剂盒或自动化核酸

提取仪等方法提取RNA。

3.3.2 RT-PCR反应

RT-PCR反应使用20μL体系:10μL2×一步法RT-PCR反应缓冲液、引物 MF/MR各0.5μL
(10μmol/L)、0.4μL反转录酶/TaqDNA聚合酶混合液、4μLRNA模板,4.6μLDEPC处理水。

反应条件为:45℃反转录30min;94℃预变性2min;94℃30s、54℃30s、72℃30s,进行35个

循环;72℃延伸10min。
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